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Utilisation d'inhibiteurs d'HPPD comme agents de selection dans la 
transformation de plantes 

La presente invention concerne Fertilisation d'inhibiteurs d'HPPD comme agents de 

5 selection dans la transformation de cellules vegetales et de plantes par genie genetique. La 
transformation de cellules vegetales et de plantes par genie genetique consiste 
generalement a introduire un gene etranger, ou heterologue codant pour une proteine 
d'interet, dans le genome des cellules vegetales et des plantes qui les contiennent Ce gene 
heterologue une fois integre dans le genome des cellules vegetales est alors exprime pour 

10 conferer aux dites cellules et aux plantes qui les contiennent un nouveau caractere lie a la 
fonction du gene heterologue qui sera exprime. 

De nombreuses techniques de transformation des cellules vegetales et de plantes par 
genie genetique ont ete developpees et abondamment decrites dans la litterature. On pourra 
distinguer d'une part les methodes cherchant a introduire un fragment d'ADN porteur du 

15 gene heterologue sous forme dite d'ADN nu. II s'agit notamment de bombarder des 
cellules, des protoplastes ou des tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les 
sequences d'ADN. D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
l'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. On distinguera 
d' autre part les methodes consistant a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un 

20 gene chimere heterologue dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri 
d'Agrobacterium rhizogenes. L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en 
fonction de la nature de la cellule vegetale ou de la plante a transformer. On citera 
notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, US 
5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 

25 4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, US 
5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5,489,520, US 
5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 
563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

Les methodes de transformation de cellules vegetales comprennent generalement les 

30 etapes suivantes: 

a) preparation de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue 
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c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene 
heterologue dans un milieu approprie. 

Les cellules vegetales competentes peuvent etre des cals embryogeniques, des 
cultures cellulaires sur support solide ou en suspension, ou des tissus embryogeniques, bien 
5 connus de l'homme du metier et largement decrits dans la litterature. 

L' obtention de plantes transgeniques, comprenant le gene heterologue integre dans 
son genome, consiste ensuite a effectuer les etapes suivantes de : 

d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees dans un ou 
plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 

1 o e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles. 

La pollinisation des plantes regenerees pour l'obtention des graines des plantes 
transformees fertiles s'effectue soit par auto-pollinisation, soit par pollinisation croisee 
avec une variete non transformee de la meme plante ? ou eventuellement avec une autre 
variete ayant integre de maniere stable dans son genome un autre gene heterologue. 

15 Les graines des plantes transformees sont employee ensuite dans des programmes de 

selection classique pour V obtention de nouvelles varietes de plantes transgeniques ayant 
integre le gene heterologue de maniere stable dans leur genome. De tels programmes de 
selection sont bien connus de l'homme du metier et comprennent 1'evaluation des 
proprietes agronomiques des plantes obtenues et de leur descendance, en particulier vis a 

20 vis des proprietes agronomiques liees a V expression du gene heterologue. 

La selection des cellules transformees est effectuee au moyen d'un gene marqueur de 
selection. De tels genes marqueurs et leur utilisation pour la transformation d'organismes 
hotes sont bien connus de l'homme du metier et largement decrits dans la litterature. 

Parmi les genes codant pour des marqueurs de selection, on peut d'une part les genes 

25 codant pour des enzymes facilement identifiables comme l'enzyme GUS (ou GFP, " Green 
Fluorescent Protein ")> des genes codant pour des pigments ou des enzymes regulant la 
production de pigments dans les cellules transformees. On citera d' autre part les genes de 
resistance aux antibiotiques et les genes de tolerance aux herbicides (bialaphos, glyphosate 
ou isoxazoles). Dans ce cas, la selection s'effectue en introduisant dans le milieu approprie 

30 pour la croissance et la selection des cellules transformees un agent de selection de type 
antibiotique ou herbicide qui est letal pour les cellules non transformees, seules les cellules 
comprenant le gene de resistance aux antibiotiques ou aux herbicides etant capables de 
croitre sur le milieu de selection. De tels genes marqueurs de selection sont notamment 



decrits dans les demandes de brevet EP 242 236, EP 242 246, GB 2 197 653, WO 
91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567, WO 97/04103 ou WO 99/24585. 

Les genes marqueur de selection sont introduits dans les cellules notes de maniere 
simultanee avec le gene heterologue, soit dans un meme vecteur, les deux genes etant 
5 associes de maniere convergente, divergente ou colineaire (WO 95/06128, US 5 731 179), 
ou encore dans deux vecteurs employes simultanement pour la transformation des cellules 
vegetales. Dans certaines conditions (US 5 731 179) et notamment dans le cas ou le gene 
heterologue et le gene marqueur de selection sont introduit separement dans deux vecteurs 
de maniere simultanee, le gene heterologue codant pour une proteine d'interet et le gene 
10 marqueur de selection peuvent s'integrer sur deux chromosomes differents dans le genome 
de la plante transformee. II est possible, apres recuperation de plantes transformees fertiles 
d'eliminer le gene marqueur pour n'obtenir des plantes transformees ne comprenant que le 
gene heterologue codant pour une proteine d'interSt. Cette elimination se fait par 
autofecondatrion ou croisement des plantes transformees comprenant le gene heterologue 
15 et le gene marqueur de selection avec une variete non transformee de la meme plante , la 
segregation des deux genes s'effectuant de maniere Mendelienne classique. 

Lorsque le gene heterologue codant pour une proteine d'interet est un gene de 
tolerance herbicide, on peut employer le seul gene heterologue comme marqueur de 
selection dans le procede de transformation des cellules vegetales ou des plantes. 
20 L'utilisation de genes de tolerance aux herbicides inhibiteurs d'HPPD comme 

marqueurs de selection dans les precedes de transformation des cellules vegetales et des 
plantes a ete decrite dans la litterature (WO 96/38567, WO 99/24585). L'inhibiteur 
d'HPPD est introduit dans le milieu de culture des cellules apres transformation (etape c), a 
l'instar des autres agents de selections selon les pratiques habituelles de l'homme du 
25 metier. Les inhibiteurs d'HPPD agissent sur les cellules vegetales en inhibant la synthese 
des plastoquinones et des carotenoides. Cette action conduit a un blanchiment des cellules 
vegetales qui n'est pas dommageable a la croissances des dites cellules, plus 
particulierement dans le cas de tissus embryogenique. Seules les cellules vegetales 
transformees comprenant le gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD restent vertes et 
30 peuvent etre selectionnees, se distinguant ainsi des cellules non transformees. 

La presente invention consiste en une amelioration d'une telle utilisation de maniere 
a faciliter le processus d'identification et de selection des cellules transformees. Un second 
objet de la presente invention consiste a diminuer le temps necessaire a la selection des 
plantes transformees, et a l'obtention de plantes regenerees fertiles. En effet, le processus 
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general de transformation, selection, regeneration et recuperation des graines de plantes 
transformees fertiles peut prendre plusieurs mois selon les plantes considerees, de Pordre 
de 10 a 18 mois, notamment pour des plantes telles que le soja. La reduction de cette duree 
de un ou plusieurs mois constitue un avantage technologique et economique certain. 

5 La presente invention consiste introduire Pinhibiteur d'HPPD dans le milieu de 

culture des cellules vegetales competentes (etape a) de maniere a blanchir les dites cellules 
avant P etape de transformation. Les cellules competentes blanchies sont ensuite 
transformees avec un gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueur de 
selection et les cellules transformees ayant integre ledit marqueur de selection dans leur 

10 genome verdissent, permettant leur selection. Un tel procede permet de reduire le temps 
necessaire a la selection des cellules transformees de plusieurs mois, de Pordre de 2 a 3 
mois. 

La presente invention consiste done en un procede de transformation de cellules 
vegetales par l'introduction d'un gene heterologue dans lesdites cellules vegetales avec un 
15 gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueurs de selection, ledit procede 
comprenant les etapes de 

a) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le 

gene heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le 
20 marqueur de selection, 

c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene 
heterologue dans un milieu approprie. 

caracterise en ce que Ton effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant P etape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
25 de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 

La presente invention consiste egalement en Pobtention de plantes transgeniques, 
comprenant le gene heterologue integre dans son genome, consiste ensuite a effectuer les 
etapes suivantes de : 

d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees selectionnees dans 
30 un ou plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 

e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles. 

De maniere preferentielle les plantes transgeniques obtenues par le procede selon 
P invention sont des plantes transgeniques fertiles. 
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Les cellules vegetales selon 1' invention peuvent etre des cellules vegetal es de plantes 
monocotyledones ou dicotyledones, plus particulierement des plantes de culture destinees 
ou non a F alimentation animale ou humaine,.de preference dicoltyledones, notamment le 
tabac, le colza, la betterave a sucre, les pommes de terre, le coton, ou le soja, de maniere 
5 plus preferentielle le soja. 

Les cellules vegetales competentes peuvent etre des cals embryogeniques, des 
cultures cellulaires sur support solide ou en suspension, ou des tissus embryogeniques, bien 
connus de Fhomme du metier et largement decrits dans la litterature. De maniere 
avantageuse, les cellules vegetales competentes sont des tissus embryogeniques 
1 0 proliteratifs, maintenus preferentiellement dans un milieu semi solide (In Vitro Cell. Dev. 
Bioll. Plant 35 :45 1-455, 1999), et plus particulierement de cellules de soja. Pour ces 
cellules competentes, le blanchiment in vitro lie a F inhibition de la synthese des 
tocopherols n'est pas letale et ne diminue pas la division cellulaire. 

La presente invention concerne plus particulier un precede de preparation d'un soja 
15 transgenique comprenant un gene heterologue integre dans son genome, ledit procede 
comprenant les etapes suivantes : 

al) preparation de tissus embryogeniques proliferatifs par culture d'embryons 
zygotiques immatures de soja sur un milieu inducteur approprie, 

a2) transfert des tissus embryogeniques proliferatifs dans un milieu de culture 
20 approprie, 

a3) blanchiment des tissus embryogeniques proliferatifs par ajout d'une quantite 
appropriee d'inhibiteur d'HPPD au milieu de culture, 

b) transformation des tissus embryogenique proliferatifs blanchis pax 
bombardement de particules enrobees de fragments d'ADN comprenant le gene 

25 heterologue et le gene de resistance aux inhibiteurs d'HPPD, 

c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene 
heterologue et le gene de resistance aux inhibiteurs d'HPPD dans un milieu de culture 
approprie comprenant une quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD, 

d) regenerations de plantes a partir des cellules transformees selectionnees 
30 dans un ou plusieurs milieux appropries, 

e) obtention et recuperation de graines de soja transformes fertile comprenant 
le gene heterologue et le gene de resistance aux inhibiteurs d'HPPD. 

De maniere avantageuse, les inhibiteurs d'HPPD sont choisis parmi les isoxazoles 
(EP 418 175, EP 470 856, EP 487 352, EP 527 036, EP 560 482, EP 682 659 ? US 5 424 
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276) en parti culier l'isoxaflutole, herbicide selectif du mais, les dicetonitriles (EP 496 63 0, 
EP 496 631), en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) 
propane- 1, 3 -dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3 -4-2,3 C12 phenyl) propane- 
1, 3-dione, les tricetones (EP 625 505, EP 625 508, US 5,506,195), en particulier la 
5 sulcotrione ou la mesotrione, ou encore les pyrazolinates. De maniere preferentielle, 
Finhibiteur d'HPPD est choisi parmi les diketonitriles, en particulier la 2-cyano-3- 
cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) propane- 1,3 -dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl- 
l-(2-S02 CH3-4-2,3 C12 phenyl) propane- 1, 3-dione. 

La quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD introduite dans le milieu approprie de 

10 preparation et de culture des cellules competentes selon F invention dependra d'une part de 
Finhibiteur d'HPPD employe et d'autre part des cellules competents employees, de par 
leur plante d'origine et leur forme. L'homme du metier saura determiner cette quantite 
appropriee par des techniques usuelles de croissance des cellules competentes a differentes 
concentrations de Finhibiteur d'HPPD employe. 

15 De maniere preferentielle, la concentration en inhibiteurs d'HPPD est comprise entre 

0,5 et 50 mg de matiere active par litre de milieu, plus preferentiellement comprise entre 1 
et lOmg/L 

De maniere avantageuse, Finhibiteur d'HPPD est applique aux cellules vegetales 
competentes dans le milieu de culture entre 1 mois et 1 semaines, avant Fetape de 

20 transformation, preferentiellement entre 15 et 10 jours. L'homme du metier saura 
determiner le moment d' application de Finhibiteur d'HPPD avant la transformation en 
fonction des tissus a transformer et de Finhibiteur d'HPPD et de sa concentration, et de la 
cinetique de blanchiment des tissus. II est commun aux techniques de transformation de 
cellules vegetales que les cellules vegetales competentes doivent etre repiquees de maniere 

25 reguliere dans des milieux de culture frais, Le temps entre chaque operation de repiquage 
dependra en particulier du milieu de culture et de la vitesse de croissance des cellules 
vegetales. II est generalement de 10 a 15 jours. De maniere avantageuse, Finhibiteur 
d'HPPD sera introduit dans le milieu de culture frais avant de proceder au repiquage des 
cellules, generalement au cours du dernier repiquage precedant Fetape de transformation. 

30 Les milieux appropries pour la preparation et la culture des cellules vegetales 

competentes comme les milieux appropries pour la croissance et la selection des cellules 
transformees et les milieux pour la regeneration des plantes transformees sont des milieux 
usuels bien connus de Fhomme du metier et largement decrits dans la litterature et 
notamment dans les references citees dans la presente demande de brevet. 
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Selon un premier mode de realisation de V invention, le milieu approprie pour la 
preparation et la culture des cellules vegetales competentes et le milieu approprie pour la 
croissance et la selection des cellules transformees sont identiques et comprennent la meme 
concentration en inhibiteur d'HPPD. Selon un autre mode de realisation de l'invention, ils 
5 ne different que de par leur concentration en inhibiteur d'HPPD, le premier milieu 
comprenant une concentration en inhibiteur superieure au second ou Finverse. Selon un 
autre mode de realisation de V invention, les milieux different de par leur composition en 
elements nutritifs et hormones necessaire a la croissance des cellules competentes avant et 
apres transformation. De maniere preferentielle, les deux milieux sont identiques de par 
10 leur composition en elements nutritifs et hormones et leur concentration en inhibiteurs 
d'HPPD. 

Selon un premier mode de realisation de V invention, le milieu approprie pour la 
preparation et la culture des cellule competentes et/ou le milieu approprie pour la 
croissance et la selection des cellules transformees est un milieu D20 decrit Santarem et 
15 Finer (In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant 35 : 451-455, 1999), au quel on ajoute une quantite 
appropriee d' inhibiteur d'HPPD. 

Selon un deuxieme mode de realisation de l'invention, le milieu approprie pour la 
preparation et la culture des cellule competentes et/ou le milieu approprie pour la 
croissance et la selection des cellules transformees est un milieu FNL decrit par Samoylov 
20 & coll. (Plant Cell. Rep., 18 :49-54, 1998), dont la composition detaillee est donnee dans 
les exemples ci-apres, auquel on ajoute une quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. De 
maniere preferentielle, les deux milieux sont des milieux FNL. 

Le milieu inducteur approprie est de preference un milieu D40 tel que defmi dans les 
exemples. 

25 Le milieu de regeneration approprie est de preference un milieu SBP6 decrit par 

Finer & Nagasawa (Plant Cell. Tissue and Organ Culture 15 : 125-136, 1988) defini dans 
les exemples ci-apres pour la croissance des tissus, puis un milieu tel que decrit par Finner 
& McMullen (In Vitro Cell. Dev. Biol. 27P :175-182, 1991) pour la conversion des tissus 
en embryons, puis un milieu MS, en particulier un milieu MS tel que decrit dans les 

30 exemples pour la germination des embryons. 

II est entendu dans de qui precede et ce qui suit que lorsque le gene heterologue que 
Ton souhaite introduire dans la plante est un gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD, 
seul le gene de resistance aux inhibiteurs d'HPPD est introduit dans les cellules vegetales. 
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Selon un mode preferentiel de realisation de l'invention, l'etape de transformation 
des cellules competentes (etape b) est effectuee par la methode de bombardement de 
particules, etant entendu que d'autres methodes equivalentes de transfert d'ADN nu 
comme P agitation des cellules competentes en presence d'ADN et de fibres de silices 
5 (Whiskers) peuvent etre employees. Le principe de la transformation par bombardement de 
particules est bien connu de l'homme du metier et largement decrit dans la litterature pour 
differentes especes de cellules vegetales et de plantes. Pour la transformation des plantes 
dicotyledones, et du soja en particulier, on citera notamment les references suivantes : 
Finer & coll. (Plant Cell. Rep. 11 :323-328, 1992). La transformation par bombardement 

10 de particules consiste essentiellement a agreger des fragments d'ADN comprenant les 
genes a transferer sur des particules metalliques qui sont ensuite bombardees sur les 
cellules vegetales competentes au moyen de cannons a particules. Les particules comme 
les appareils permettant le bombardement des cellules competentes sont bien connus de 
Thomme du metier, decrits dans la litterature et disponibles dans le commerce. On citera 

15 notamment les brevets et demandes de brevet US 4 945 050, EP 270 356, US 5 204 253, 
EP 434 616, US 5 516 670, EP 535 005 ou US 5 466 587. Selon un mode preferentiel de 
realisation de l'invention, les particules metalliques sont des particules fonctionnalisees par 
le greffage de silicones aminees telles que decrites dans le brevet US 6 068 980. 

De maniere preferentielle, les genes de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD 

20 comprennent dans le sens de la transcription une sequence de regulation promotrice 
fonctionnelle dans les cellules vegetales et les plantes, liee de maniere fonctionnelle a une 
sequence d'ADN codant pour une HPPD liee de maniere fonctionnelle a une sequence de 
regulation terminatrice fonctionnelle dans les cellules vegetales et les plantes. Les 
sequences codant pour des HPPD sont des sequences d'HPPD natives, notamment de 

25 plantes, de microorganismes, de champignons ou de mammiferes, notamment les 
sequences decrites dans les demandes de brevet WO 96/38567, US 6 087 563, WO 
97/49816 ou WO 99/24585. II s'agit notamment de sequences codant pour des HPPD de 
Pseudomonas fluroescens, & Arabidopsis thaliana, de carotte, de ble, de Synecocistys. . Les 
sequences codant pour des HPPD sont egalement des sequences mutees dans leur partie C- 

30 terminale telles que decrites dans la demande de brevet WO 99/24585 ou des HPPD 
chimeres telles que decrites dans la demande de brevet WO 99/24586. Selon un mode 
preferentiel de realisation de l'invention, la sequence d'ADN codant pour une HPPD est 
une sequence d'HPPD mutee dans sa partie terminale, plus particulierement une sequence 
comprenant la mutation W336 telle que decrite dans la demande de brevet WO 99/24585, 
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plus preferentiellement la sequence d'HPPD de Pseudomonas fluorescens comprenant la 
mutation W336 telle que decrite dans la demande de brevet WO 99/24585. 

Selon un mode preferentiel de realisation de Finvention, le gene de tolerance aux 
inhibiteurs d'HPPD comprend dans le sens de la transcription une sequence de regulation 
5 promotrice selectionnee parmi le promoteur de la petite sous unite de la RuBisCo de 
tournesol, decrit dans la demande de brevet WO 99/25842, ou le promoteur d'histone 
d'Arabidopsis thaliana combine a 1' enhancer du virus etch du tabac (TEV) te que decrit 
dans la demande de brevet WO 99/24585, liee de maniere fonctionnelle a une sequence 
d'ADN codant pour une peptide de transit, de preference un peptide de transit optimise, 
10 tels que definis ci-apres, liee de maniere fonctionnelle a une sequence d'ADN codant pour 
une HPPD telle que definie ci-dessus, de preference une sequence codant pour une HPPD 
de Pseudomonas fluorescens comprenant la mutation W336, liee de maniere fonctionnelle 
a une sequence de regulation terminatrice, en particuler la sequence terminatrice NOS 
definie ci-apres. Les genes de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD correspondants sont 
15 represents dans les figures en annexe par les cartes de plasmides pCH73 et pCH94, et par 
leurs sequences nucleotidiques : 

pCH73 : SEQ ID NO 1, representation 3'-5' 
Promoteur : 4541-5257 
Peptide de transit optimise : 4130-4487 
20 HPPDW336 : 3045-41 1 9 

NOS : 2749-3000 
PCH94 : SEQ ID NO 2 

Promoteur : 34-1272 
TEV enhancer : 1292-1421 
25 Peptide de transit optimise : 1428-1793 

HPPDW336 : 1795-2869 
NOS : 2914-3165 

De maniere preferentielle, les genes heterologues codant pour une proteine d'interet 
comprennent dans le sens de la transcription une sequence de regulation promotrice 
30 fonctionnelle dans les cellules vegetales et les plantes, liee de maniere fonctionnelle a une 
sequence d'ADN codant pour une proteine ou un peptide d'interSt liee de maniere 
fonctionnelle a une sequence de regulation terminatrice fonctionnelle dans les cellules 
vegetales et les plantes. 
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Les sequences d'ADN codant pour une proteine ou un peptide d'interet sont 
generalement des sequences codant pour des proteines ou des peptides conferant a la plante 
transformee de nouvelles proprietes agronomiques, ou d' amelioration de la qualite 
agronomique de la plante transformee. 
5 Parmi les genes conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes 

transformees, on peut citer les sequences d'ADN codant pour des proteines conferant une 
tolerance a certains herbicides, ceux conferant une resistance a certains insectes, ceux 
conferant une tolerance a certaines maladies, etc. De tels genes sont notamment decrits 
dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. 

10 Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines conferant une tolerance a 

certains herbicides aux cellules vegetales et aux plantes transformees., on peut citer le gene 
Bar conferant une tolerance au bialaphos, le gene codant pour une EPSPS appropriee 
conferant une resistance aux herbicides ayant PEPSPS comme cible comme le glyphosate 
et ses sels (US 4,535,060, US 4,769,061, US 5,094,945, US 4,940,835, US 5,188,642, US 

15 4,971,908, US 5,145,783, US 5,310,667, US 5,312,910, US 5,627,061, US 5,633,435, FR 
2 736 926), le gene codant pour la glyphosate oxydoreductase (US 5,463,175), ou encore 
un gene codant pour une HPPD conferant une tolerance aux herbicides ayant pour cible 
l'HPPD cites precedemment comme les isoxazoles, notamment Fisoxafutole (FR 95 
06800, FR 95 13570), les dicetonitriles (EP 496 630, EP 496 631) ou les tricetones, 

20 notamment la sulcotrione ou la mesotrione (EP 625 505, EP 625 508, US 5,506,195). 

Parmi les sequences d'ADN codant pour une EPSPS appropriee conferant une 
resistance aux herbicides ayant FEPSPS comme cible, on citera plus particulierement le 
gene codant pour une EPSPS vegetale, en particulier de mai's, presentant deux mutations 
102 et 106, decrit dans la demande de brevet FR 2 736 926, denomme ci-dessous EPSPS 

25 double mutant, ou encore le gene codant pour une EPSPS isolee d'Agrobacterium decrit 
par les sequences ID 2 et ID 3 du brevet US 5,633,435, denomme ci-dessous CP4. 

Dans les cas des sequences d'ADN codant pour EPSPS ou HPPD, et plus 
particulierement pour les genes ci-dessus, la sequence codant pour ces enzymes est 
avantageusement precedee par une sequence codant pour un peptide de transit, en 

30 particulier pour le peptide de transit dit peptide de transit optimise decrit dans les brevets 
US 5,510,471 ouUS 5,633,448. 

Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines d'interet conferant de 
nouvelles proprietes de resistance aux insectes, on citera plus particulierement les proteines 
Bt largement decrites dans la litterature et bien connues de l'homme du metier. On citera 
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aussi les proteines extraites de bacteries comme Photorabdus (WO 97/17432 & WO 
98/08932). 

Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines ou peptides d'interet 
conferant de nouvelles proprietes de resistance aux maladies on citera notamment les 
5 chitinases, les glucanases, F oxalate oxydase, toutes ces proteines et leurs sequences 
codantes etant largement decrites dans la litterature, ou encore les peptides antibacteriens 
et/ou antifongiques, en particulier les peptides de moins de 100 acides amines riches en 
cysteines comme les thionines ou defensines de plantes, et plus particulierement les 
peptides lytiques de toutes origines comprenant un ou plusieurs ponts disulfides entre les 

10 cysteines et des regions comprenant des acides amines basiques, notamment les peptides 
lytiques suivants : l'androctonine (WO 97/30082 et WO 99/09189), la drosomicine (WO 
99/02717), la thanatine (WO 99/24594) ou l'heliomicine (WO 99/53053).Selon un mode 
particulier de realisation de 1' invention, la proteine ou peptide d'interet est choisi parmi les 
peptides eliciteurs fongiques, en particulier les elicitines (Kamoun & aL, 1993 ; Panabieres 

15 &al., 1995). 

Parmi les sequences d'ADN codant pour des proteines ou peptides modifiant la 
constitution des plantes modifiees, on peut citer en particulier les sequences d'ADN codant 
pour des proteines ou peptides modifiant en particulier la teneur et la qualite de certains 
acides gras essentiels (EP 666 918) ou encore la teneur et la qualite des proteines, en 

20 particuliers dans les feuilles et/ou les graines desdites plantes. On citera en particulier les 
genes codant pour des proteines enrichies en acides amines soufres (Korit, A.A. & al., Eur. 
J. Biochem. (1991) 195, 329-334 ; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 
94/20828 ; WO 92/14822). Ces proteines enrichies en acides amines soufres auront 
egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine et/ou la methionine excedentaire, 

25 permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite lies a une surproduction de ces 
acides amines soufres en les piegeant. On peut citer egalement des genes codant pour des 
peptides riches en acides amines soufres et plus particulierement en cysteines, les dits 
peptides ayant egalement une activite antibacterienne et/ou antifongique. On citera plus 
particulierement les defensines de plantes, de meme que les peptides lytiques de toute 

30 origine, et plus particulierement les peptides lytiques decrits precedemments. On citera 
egalement les proteines SAT decrites dans les demandes de brevet WO 00/36127, WO 
00/04167 et WO 00/01833. 

Comme sequence de regulation promotrice dans les cellules vegetales et les plantes, 
on peut utiliser toute sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les 
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plantes en particulier un promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, 
comme par exemple des promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou 
vegetale ou encore des promoteurs dits lumiere dependants comme celui d'un gene de la 
petite sous-unite de ribulose- biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) de plante ou tout 
5 promoteur convenable connu pouvant etre utilise. Parmi les promoteurs d'origine vegetale 
on citera les promoteurs d'histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le 
promoteur d'actine de riz (US 5,641 ,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de 
plante, on citera celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur 
du circovirus (AU 689 311). 

10 On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice specifique de regions 

ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteurs specifiques 
des graines ([22] Datla, R.& al., Biotechnology Ann. Rev. (1997) 3, 269-296), notamment 
les promoteurs de la napine (EP 255 378), de la phaseoline, de la glutenine, de 
rheliantinine (WO 92/17580), de l'albumine (WO 98/45460), de l'oelosine (WO 

15 98/45461), de l'ATSl ou de FATS3 (PCT/US98/06978, deposee le 20 octobre 1998, 
incorporee ici par reference). 

On peut egalement employer un promoteur inductible avantageusement choisi parmi 
les promoteurs de phenylalanine ammoniac lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), 
de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs de proteinase (PI), de genes de la famille PR1, 

20 de la nopaline synthase (nos) ou du gene vspB (US 5 670 349, Tableau 3), le promoteur 
HMG2 (US 5 670 349), le promoteur de la beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou le 
promoteur de P amino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme (WO 
98/45445). 

Selon Tinvention, on peut egalement utiliser, en association avec le promoteur la 
25 sequence de regulation promotrice, d f autres sequences de regulation, qui sont situees entre 
le promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription 
("enhancer"), comme par exemple l'activateur de translation du virus de la mosaique du 
tabac (VMT) decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (VET) decrit 
par Carrington & Freed, ou des introns comme l'intron adhl de mals ou Pintron 1 d'actine 
30 de riz. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
nos dAgrobacterium tumefaciens, d'origine virale, comme par exemple le terminateur du 
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CaMV 35S, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un terminateur d'histone tel 
que decrit dans la demande EP 0 633 3 1 7. 

Les sequences codant pour une HPPD comme les sequences codant pour une 
proteine ou un peptide d'interet peuvent comprendre, lies de maniere fonctionnelle en 5 ? 
5 ou en y des sequences codant pour des signaux d'adressage dans differents compartiments 
de la cellule vegetale, comme les chloroplastes, les mitochondries, la vacuole. De tels 
signaux sont decrits dans la litterature et bien connus de rhomme du metier. Les peptide de 
transit chrolroplastiques peuvent etre simples, comme un peptide de transit d'EPSPS (US 
5,188,642) ou un peptide de transit de celui de la petite sous-unite de ribulose- 

10 biscarboxylase/oxygenase (ssu RuBisCO) d'une plante, eventuellement comprenant 
quelques acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (EP 189 707) 
ou encore un peptide de transit multiple comprenant un premier peptide de transit de plante 
fusionne a une partie de la sequence N-terminale d'une proteine mature a localisation 
plastidiale, fiisionnee a un deuxieme peptide de transit de plante tel que decrit dans le 

15 brevet EP 508 909, et plus particulierement le peptide de transit optimise comprenant un 
peptide de transit de la ssu RuBisCO de tournesol fusionne a 22 acides amines de 
Pextremite N-terminale de la ssu RuBisCO de mai's fusionnee au peptide de transit de la 
ssu RuBisCO de mai's tel que decrit avec sa sequence codante dans le brevet EP 508 909. 
Les exemples ci-apres permettent d'illustrer Pinvention pour la transformation du 

20 soja, sans toutefois chercher a en limiter la portee. 

Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans ces exemples sont 
donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectue parmi les differentes 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes 
d'ingenierie des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular 

25 Biology" Volumes 1 et 2, Ausubel F.M. et al , publies par Greene Publishing Associates et 
Wiley -Interscience (1989) ou dans Molecular cloning, T.Maniatis, E.F.Fritsch, 
J.Sambrook,1982. 

Le contenu de toutes les references citees dans la description ci-dessus et dans les 
exemples ci-apres est incorpore au contenu de la presente demande de brevet par reference. 
30 Exemple 1 : Technologie de transformation du soja 

La technologie employee pour la transformation du soja a ete decrite par Santarem & 
Finer: Transformation of soybean (Glycine max (L.) Merrill) using proliferative 
embryogenic tissue maintened on semi-solid medium. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 35 : 
451-455, 1999. Elle comprend les etapes ci-apres. 
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Des embryons immatures zygotiques (de 3 a 4 mm) sont disseques de maniere 
aseptisee et places le cote adaxial sur le dessus dans un milieu comprenant du 2,4D (D40). 

D 40 est un milieu Murashige and Skoog decrit dans : Murashige & Skoog: A 
revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. 
5 Plant 15 : 473-497; 1962. (mg/1) : NH4N03: 1650, H3B03: 6,2; CaC12, 2H20: 332,2; 
CoC12, 6H20: 0,025; CuS04, 5H20: 0,025; Na2EDTA: 37,26; FeS04, 7H20: 27,8; 
MnS04, 7H20: 16,9; Na2Mo04, 2H20; 0,25; KI: 0,83; KN03: 1900; KH2P04: 170; 
ZnS04, 7H20: 8,6 avec de la vitamine B5 Gamborg decrite par : Gamborg, Miller and 
Ojima: Nutrient requirements of suspension cultures of soybean root cells. Exp. Cell Res. 
10 50 : 151-158, 1968 : (mg/1) : myo-inositol: 100; Nicotinic acid: 1; Pyridoxine-Hcl: 1; 
Thiamine-Hcl: 10; and 40 mg/1 of 2,4-D and 6% sucrose; 0,3% gelrite, pH 7,0. 

Apres 3 semaines de culture en milieu D40, les cotyledons sont transferes sur un 
milieu D20 qui comprend essentiellement les meme elements que le milieu D40, a 
F exception de la concentration en 2,4D qui est abaissee a 20 mg/1 et de la concentration en 
15 saccharose qui est abaissee de 60 g/1 a 30 g/1, a pH 5/7. 

Sur ce milieu, les embryons somatiques commencent a proliferer sous forme de 
d'agregats compacts, ou « clumps ». Les « clumps » embryogeniques sont ensuite 
transferes tous les 15 jours sur un nouveau milieu D 20 pour augmenter la production de 
tissus. Cinq ou six transferts (environ 3 mois) sur ce milieu sont necessaires pour optimiser 
20 leur competence a la transformation. L'emploi de tissus embryogeniques a un stade plus 
precoce conduit a des resultats beaucoup plus faibles. 

Transformation des tissus 

Le bombardement de particules est employe pour la transformation des tissus 
embryogeniques. 

25 Preparation des particules: Des particules de tungstene fonctionnalisees (Ml 7) sont 

preparees selon le brevet US 6 068 980. Les particules sont fonctionnalisees par greffage 
de silicones aminees comme element de vectorisation et lavees dans Pethanol absolu. 2,5 
mg de particules dans l'ethanol sont melanges avec 3 |ig d'ADN. Apres precipitation ; les 
particules sont pipetees et employees pour deux tirs avec un canon a particules de type PIG 

30 decrit par Finer, Vain, Lones and McMullen dans : Development of the Particle Inflow 
Gun for DNA delivery to plant cells. Plant Cell Rep. 1 1 : 323-328, 1992. 

Avant le bombardement, les tissus sont seches sous vide sous une sous une hotte 
laminaire pendant 5 a 10 mn, puis places entre deux ecrans de 500 \xm puis bombardes 
deux fois. 
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Apres le bombardement, les tissus sont transferes deux fois sur milieu D20 (2x10 
jours) avant de debuter la selection par Thy gromy cine (30 mg/1). 

De maniere a eviter la manipulation de tissus et de gagner du temps, les cals 
bombardes sont places sur un ecran de gaze sterile fixe par deux anneaux metalliques 
5 (figure 2) qui permettent un contact direct entre les tissus embryogeniques et le milieu 
solide. Les ecrans de gaze sont transferes sur des milieux frais chaque 15 jours jusqu'a ce 
que des cals verts soient observes. II est entendu que le principe de transfert de cals decrit 
ci-dessus n'est pas limite aux cals de soja et a la selection par Fhygromycine, mais peut 
etre employe pour tout procede de culture de tissus et de suspensions cellulaires 
1 0 necessitant un changement frequent de milieu de culture. 

Amplification et Regeneration des tissus 

Les cals verts qui poussent sur milieu comprenant de rhygromycine sont amplifies 
pendant 1 mois sur milieu SBP6 decrit par Finer & Nagasawa dans : Development of an 
embryogenic suspension culture of soybean (Glycine max Merill.) Plant Cell. Tissue and 

15 Organ Culture 15 : 125-136, 1988 (mg/1) : Na2EDTA: 37,24; FeS04, 7H20: 27,84: 
MgS04, 7H20: 370; MnS04, H20: 16,9; ZnS04, H20: 8,6; CuS04, 7H250: 0,025, 
CaC12, 2H20: 440; KI: 0,83; CoC12, 6H20: 0,025; KH2P04: 170; H3B03: 6,2; 
Na2Mo04, 2H20: 0,25; myo-inositol: 100: nicotinic acid: 1; pyridoxine-HCL: 1; 
thiamine-HCL: 10; NH4N03: 800; KN03: 3000; asparagine: 670; 6% sucrose; 2,4-D: 5, 

20 pH 5,7. 

Lorsque suffisamment de tissus sont produits, ils sont ensuite convertis en embryons 
en employant un milieu decrit par Finer & McMullen dans : Transformation of soybean via 
particle bombardment of embryogenic suspension culture tissue. In Vitro Cell. Dev.BioL 
27P : 175-182, 1991. 

25 Apres 3-4 transferts sur ce milieu, les embryons sont seches a Fair dans une boite de 

Petri pendant 2 jours avant germination sur un milieu Murashige & Skoog (vitamines B5) a 
demi force avec 15 g/1 de saccharose, 7g/l de phytagar, pH 5,7. 

Lorsque les plantes sont bien developpees, elles sont transferees dans un substrat a 
base de tourbe "jiffy pot" pour une periode de 10 jours pour acclimatation avant d'etre 
30 transferees en serre. 

Cette technologie employant Fecran de gaze et la selection par Fhygromycine permet 
de regenerer 200 cals par personne et par an. 



Example 2 ; Transformation des tissus selon V invention 
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Le meme procede de selection a ete developpe pour les inhibiteurs d'HPPD avec un 
milieu D20 comprenant 2 mg/1 d'isoxaflutole ou 0,5 a 5 mg/1 de diketonitriles. Le gene de 
tolerance aux inhibiteurs d'HPPD employe comme marqueur de selection est le pCH73 ou 
le pCH94 representes sur la figure 1 . 
5 10 a 15 jours precedant le bombardement, on introduit dans le milieu D20 

Tisoxaflutole ou les diketonitriles aux concentrations precitees de maniere a blanchir les 
tissus. Apres bombardement, les tissus sont places directement dans le meme milieu D20 
comprenant 2mg/l d'isoxaflutole ou de diketonitrile (entre 0,5 to 5 mg/1) et transferes dans 
un milieu frais tous les 15 jours. Apres 4 transferts sur Tisoxaflutole, des cals verts sont 

10 identifies et amplifies comme decrit dans l'exemple 1. Le temps necessaire a l'obtention de 
cals de cellules competentes pour le bombardement est de 3 mois et demi. La selection des 
cellules transformees (cals verts) intervient environ 6 moins suivant 1' initiation des cals 
pour la transformation (figure 3). 

Lorsque les tissus sont transferes pour selection sur Tisoxaflutole, ils sont rapidement 

15 blanchis par Therbicide, sans observer d'inhibition de la croissance. Ceci est du au fait que 
Tabsence de carotenoides, de chlorophylle et de tocopherols n'est pas indispensable a la 
croissance des tissus. 

Les resultats obtenus avec et sans blanchiment prealable sont representes dans le 
Tableau 1 ci-apres. 

20 



Tableau 1 : transformation sur milieu D2Q 



Blanchiment 


PCH73 


PCH94 


Essai 


1 


2 


3 


1 


2 


3 


Avant Bombardement 


0 


0,5 


0,25 


0,67 


1 


2 


Apres Bombardement 


0 


0 


0,25 


0,67 


0,33 


0,25 



lis montrent, en particulier pour le pCH94 un plus grand nombre de cals identifies en 
amorfant la selection avant le bombardement selon Tinvention. Ce plus grand nombre de 
25 cals selectionnes est lie a T amelioration du processus de selection selon Tinvention, en 
facilitant T identification des cals transformes. 

Exemple 3 : Choix du milieu 

De maniere a ameliorer le processus de selection selon Tinvention, on a cherche a 
30 diminuer le nombre de transfer! de tissus et le temps necessaire a Tobtention de cals de 
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cellules competentes et de cals verts selectionnes apres bombardement. A cet effet, le 
milieu D20 employe precedemment a ete remplace par un milieu FNL modifie, lequel 
permet une proliferation rapide des tissus. 

Le milieu FNL a ete decrit par Samoylov, Tucker, Thibaud-Nissen & Parrott dans : 
5 A liquid-medium-based protocol for rapid regeneration from embryogenic soybean 
cultures: Plant Cell Rep, 18 : 49-54, 1998. 

Ce milieu permet d'obtenir plus rapidement des tissus prets au bombardement, une 
plus grande embryogenie et des cycles de transfer! plus courts. 

Composition du milieu FNL (mg/1): Na2EDTA: 37,24; FeS04, 7H20: 27,84; 
10 MgS04, 7H20: 370; MnS04, H20: 16,9: ZnS04, H20: 8,6: CuS04, 7H250: 0,025: 
CaC12, 2H20: 440; KI: 0,83; CoC12, 6H20: 0,025; KH2P04: 170; H3B03: 6,2; 
Na2Mo04, 2H20: 0,25; myo-inositol: 100: nicotinic acid: 1; pyridoxine-HCL: 1; 
thiamine-HCL: 10; (NH4)2S04: 460; KN03: 2820; asparagine: 670; 1% sucrose; 2,4-D: 
10; 0,3%gelrite; pH 5,7. 
15 Toutefois, en F absence de blanchiment prealable, la quantite de tissus a manipuler 

pendant le processus de selection reste trop importante, comparable a celle du milieu D20 
du fait de la vitesse importante de leur developpement. 

Le bombardement de tissus blanchis par Fisoxaflutole selon l'invention ne necessite 
qu'un seul transfert de cals avant d'obtenir les cals verts selectionnes, contre 4 en 
20 employant le milieu D20. 

Le temps necessaire a Fobtention de cals de cellule competentes pour le 
bombardement est de 2 mois, les cals transformes verts etant selectionnes environ 3 mois 
suivant Finitiation des cals pour la transformation (figure 3). 

Les resultats de transformation avec les plasmides pCH73 et pCH94 sont reportes sur 
25 le tableau 2 ci-apres. 

Tableau 2 : Transformation sur milieu FNL 



Blanchiment 


pCH73 


PCH94 


Essai 


1 


2 


3 


1 


2 


3 


4 


Avant Bombardement 


1 


1,5 


0,33 


1 


1 


0,33 


1,5 


Apres Bombardement 


0,25 


0 













. Le nombre moyen de cals verts selectionnes par essai de transformation en 
employant les tissus blanchis selon F invention est de 1 par tir. Ce tableau montre 
30 egalement qu'avec le blanchiment prealables des tissus, on obtient les meme frequences de 
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transformation pour les deux genes pCH73 et pCH94, alors que le promoteur ssu RuBisCo 
de pCH73 est connu pour avoir une expression faibles dans les cals in vitro, contrairement 
au promoteur d'histone de pCH94. 

L'emploi du milieu FNL en combinaison avec le blanchiment prealable des tissus 
selon I' invention permet de diminuer de maniere substantielle le temps necessaire a la 
selection des cals verts et la charge de travail pour tout le processus de transformation des 
plantes. 
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Revendications 

1. Procede de transformation de cellules vegetales par V introduction d'un gene 
heterologue dans lesdites cellules vegetales avec un gene de tolerance aux inhibiteurs 
5 d'HPPD comme marqueur de selection, ledit procede comprenant les etapes de 

a) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le marqueur de 
selection, 

10 c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene heterologue dans 
un milieu approprie. 

caracterise en ce que Ton effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant Tetape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 
15 2. Procede de preparation de plantes transgeniques, comprenant un gene 

heterologue integre dans son genome, comprenant un procede de transformation de cellules 
vegetales selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il consiste ensuite a effectuer les 
etapes suivantes de : 

d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees selectionnees dans un ou 
20 plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 

e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les plantes 
transgeniques obtenues par le procede selon l'invention sont des plantes transgeniques 
fertiles. 

25 4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les 

cellules vegetales sont choisies parmi les cellules de plantes dicoltyledones, notamment le 
tabac, le colza, la betterave a sucre, les pommes de terre, le coton, ou le soja. 

5. procede selon la revendication 4, caracterise en ce que les cellules vegetales 
sont des cellules de soja. 

30 6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les 

cellules vegetales competentes sont choisies parmi les cals embryogeniques, les cultures 
cellulaires sur support solide ou en suspension, ou les tissus embryogeniques. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que les cellules vegetales 
competentes sont des tissus embryogeniques proliferants. 
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8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que les tissus 
embryogeniques proliferates sont maintenus dans un milieu semi solide. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le milieu semi solide est un 
milieu FNL. 

5 10. Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 

l'inhibiteur d'HPPD est choisis parmi les isoxazoles, en particulier Tisoxaflutole, les 
dicetonitriles, en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) 
propane- 1 ,3 -dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3 -4-2,3 C12 phenyl) propane- 
1, 3-dione, les tricetones, en particulier la sulcotrione ou la mesotrione, ou les 
10 pyrazolinates. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que la concentration en 
inhibiteurs d'HPPD est comprise entre 0,5 mg/1 et 50 mg/1, plus preferentiellement 
comprise entre 1 mg/1 et mg/L 

12. Procede de preparation de plantes transgeniques, comprenant un gene 
15 heterologue integre dans leur genome, lequel procede comprend un procede de 

transformation de cellules vegetales par Fintroduction d'un gene heterologue dans lesdites 
cellules vegetales avec un gene de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueur de 
selection, ledit procede comprenant les etapes de 

a) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
20 heterologue dans un milieu approprie, 

b) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le marqueur de 
selection, 

c) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene heterologue dans 
un milieu approprie. 

25 d) regeneration de plantes a partir des cellules transformees selectionnees dans un ou 
plusieurs milieux appropries, et le cas echeant, 
e) obtention et recuperation des graines des plantes transformees fertiles, puis 

obtention de nouvelles varietes de plantes transgeniques ayant integre le gene 
heterologue de maniere stable dans leur genome dans des programmes de selection 
30 classique 

caracterise en ce que Ton effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant T etape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 
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13. Procede selon Tune des revendications 2 a 12, caracterise en ce que le gene 
marqueur de selection est elimine par croisement des plantes transformees comprenant le 
gene heterologue et le gene marqueur de selection avec une variete non transformee de la 
meme plante. 



AVENTIS CROPSCIENCE SA 



Utilisation d'inhibiteurs d'HPPD comme agents de selection dans la 
transformation de plantes 



Abrege Descriptif : 

La presente invention concerne un procede de transformation de cellules vegetales 
par Introduction d'un gene heterologue dans lesdites cellules vegetales avec un gene de 
tolerance aux inhibiteurs d'HPPD comme marqueur de selection, ledit procede comprenant 
les etapes de 

f) preparation et culture de cellules vegetales competentes aptes a recevoir le gene 
heterologue dans un milieu approprie, 

g) transformation des cellules competentes avec le gene heterologue et le marqueur de 
selection, 

h) croissance et selection des cellules transformees comprenant le gene heterologue dans 
un milieu approprie. 

caracterise en ce que Ton effectue une etape de blanchiment des cellules vegetales 
competentes avant l'etape de transformation (b), en introduisant dans le milieu approprie 
de culture des cellules vegetales competentes un quantite appropriee d'inhibiteur d'HPPD. 



